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論　文　内　容　要
?
［目　的］
滑膜表層は滑膜炎を生ずる種々の疾患に関係した重要な細胞層である。それ故、滑膜表層細胞は多
くの研究者によって精力的に研究されてきたが、そのすべては組織学的あるいは免疫組識化学的な方
法によるものであり、細胞機能発現に重要な役割を担っている滑膜表層細胞膜の電気生理的特性に関
する研究は皆無である。本研究では滑膜表層細胞の細胞機能、特に分泌および貪食能、の発現機構を
理解するために、これらの細胞の膜電位変化およびその基になるイオンチャネルの性質を電気生理学
的に追及した。
［方　法］
ウシ中手指節関節の滑膜より、独自の方法で滑膜表層細胞のみを分離・培養し、ほぼ純粋な滑膜表
層細胞のみよりなる培養系を確立した。この培養滑膜表層細胞にパッチクランプ法を適用し、全細胞
記録及び単一チャネル記録を行った。次に、実験に用いる細胞の細胞種を確定することは必要不可欠
であるため、新しいクローニング法を開発した。クローン化培養細胞をすEMおよびSEMで同定し、
同定されたクローン化細胞を用いて、同様に単一チャネル記録を行い、クローン化長期培養下でのチ
ャネルの分布密度を検討した。
． ． ． ? ? ? ? ? ． ? ? ? ?
［結　果］
1）確立した培養系では初代培養5日目以降、すなわち細胞が十分に伸展した状態では、位相差顕微鏡
下でB細胞（Fibrob】asf－】jke ce】］）とA細胞（Macrophage－like ce］1）を形態的に見分けることができた。P
2）短期培養では、B細胞は強い通電刺激に対し自己再生的な活動電位を発生したが、A細胞は電気的
興奮性を示さなかった。全細胞膜電位国定の記録により、こ＿の培養期間では、B細胞では脱分極によ
って開口する電位依存性Kチャネルの分布密度が低いが、A細胞では高いことを明らかにした。培養
後、日が経つに従ってB細胞は興奮性を失った。3）単一チャネル記録により＼175－250pSの4種の高
コンダクタンスKチャネル（lk（vd－1），接（vd－2），lk（vi）およびIk（vh））と10－20pSの1種の低コンダクタンスK
チャネル（lk（S））を同定した。これらのチャネルすべてはB・A両細胞で確認されたが、そのチャネ
ル密度は細胞腫間で異なっていた。7k（vd－1）と1k（vd－2）は典型的な電位およびCa2＋依存性Kチャネルで、
その開口はTEAによりブロックされた。Ik（S）のチャネル密度は5種‾のKチャネルの中で一番高く、そ
の開閉は膜電位に依存しない。4）46ディッシュでクローン化を試み、9ディッシュで成功した。
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TEM像およびSEM像により確立した9クローンの細胞鹿を同定した。5クローンは粗面小胞体および
ゴルジ装置が顕著であることからB細胞、3クローンは多くの貪食胞が認められることからA細胞と同
定し、1クローンは同定できなかった。クローン化細胞は、形態的にはそれぞれの特徴を明確に保持
して正常な増殖を示し、継代培養を繰り返し最長2年間維持することができた。クローン化による長
期培養によってB細胞は興奮性を失ったが、B・A両細胞とも正常な静止膜電位を保持していた。長期
培養にともない、チャネルの活性および分布密度は、甘細胞とA細胞はそれぞれ固有の特徴を維持し
つつ互いに性質が似てくる傾向を示した。
［考　察］
1）今回我々が開発した培養系は、初代培養時の細胞の採り方に工夫をこらしたので、従来報告され
ている培養方法に比べ滑膜表層細胞以外の細胞の混入が少なく、格段に純粋な系である。それ故細胞
種が少ないので、位相差顕微鏡下での同定も信頼性は相当高い。2）滑膜表層細胞の短期培養に見ら
れる活動電位の発生は、静止膜電位の大きさと脱分極によって開口する高コンダクタンスKチャネル
（おそらく1k（vd－1）と1k（vd－2））の密度のバランスによって決定されるものと考えられる。3）Tk（vdTl）
とlk（vd－2）は、Cel1－attaChed rnodeでは開口率に差が認められるが、Cel］－fTee，inside－Out rnOdeでは電位依
存性やCa2＋感受性においてほぼ同じ性質を示すので、同一のチャネル種と推定される。共に活動電
位発生の調節に関与するチャネルである。4）lk（vi）とIk（vh）に関しては今のところ細胞機能との関係
は明らかではない。5）Tk（S）は、Celトattached patchの静止膜電位レベルでよく開口していること、初
代培養後、静止膜電位が深くなる時期とこのチャネルの分布密度が高くなる時期が一致することから、
静止膜電位の発生を司っているKチャネルであると考えられる。6）確立した9クローン中8クローン
がB・Aどちらかの細胞に確定できたことは、我々のクローンはかなり純粋な滑膜表層細胞のクローン
であることを示している。
［結　論］
滑膜表層細胞膜の電気生理的特性の一端を明らかにしたのは、本研究が世界で初めてである。ウシ
滑膜表層細胞を独自の方法で分離・培養し、従来の方法より格段に純粋な培養系を確立し、さらに丑・
A両細胞のクローニングに成功した。パッチクランプ法を用いて、これらの培養細胞を電気生理的に
追及し、1）短期培養では、B細胞のみが強い電気刺激に対して活動電位を発生すること、2）両細胞
には少なくとも5種類のKイオン選択性チャネルが存在し、各チャネルの分布密度は両細胞で異なる
こと、3）両細胞のチャネルの活性および分布密度はクローン化による長期培養によって互いに性質
が似てくる傾向を示すこと、を明らかにした。
学位論文審査の結果の要旨
滑膜表層は滑膜炎を生ずる種々の疾患に関係した重要な細胞層である。それ故、滑膜表層細胞は多
くの研究者によって精力的に研究されてきたが、そのすべては組織学的あるいは免疫組織化学的な方
法によるものであり、細胞機能発現に重要な役割を担っている滑膜表層細胞の電気生理的特性に関す
る研究は皆無である。本研究では滑膜表層細胞の細胞機能、特に分泌および食食能、の発現機構を理
解するために、これらの細胞の膜電位変化およびその基になるイオンチャネルの性質を電気生理学的
に追及した。
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ウシ中手指節関節の滑膜より、独自の方法で滑膜表層細胞のみを分離・培養し、従来の方法より格
段に純粋な培養系を確立した。この培養滑膜表層細胞にパッチクランプ法を適用し、全細胞記録及び
単一チャネル記録を行った。次に新しいクローニング法を開発し、クローン化培養細胞を用いて、チ
ャネルの性質および分布密度の時間的変化を検討した。
短期培養では、大分泌顆粒を有する細胞（B細胞）は強い通電刺激に対し自己再生的な活動電位を
発生したが、会食機能を持つ細胞（A細胞）は電気的興奮性を示さなかった。全細胞膜電位固定の記
録により、この培養期間では、B細胞では脱分極によって開口する電位依存性Kチャネルの分布密度
が低いが、A細胞では高いことを明らかにした。培養後、日が経つに従ってB細胞は興奮性を失った。
単一チャネル記録により、175－250　psの4種の高コンダクタンスKチャネルと10－20pSの1種の低コン
ダクタンスKチャネルを固定した。これらのチャネルすべてはB・A両細胞で確認されたが、そのチ
ャネル密度は細胞種間で異なっていた。
46ディッシュでクローン化を試み、9ディッシュで成功した。クローン1ヒ細胞は、最長2年間形態的
特徴を明確に保持し増殖し続けた。クローン化による長期培養によって・B細胞は興奮性を失ったが、
B・A両細胞とも正常な静止膜電位を保持していた。長期培養にともない、B細胞およびA細胞はとも
にそれぞれ固有の形態的特徴を維持しつつ、チャネルの活性および分布密度に関しては互いに似てく
る傾向を示した。
滑膜表層細胞の電気生理的特性の一端を明らかし、Kチャネルを記録、分類したのは、本研究が世
界で初めてである。本研究は滑膜表層細胞の細胞機能の発現機構ならびにリウマチ病における滑膜病
変の実体を解明するのに大いに貢献するものと考えられ、本論文を博士（医学）の学位に値するもの
と認める。
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